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1.1  VEGF und VEGFR  
Tumorangioneogenese beeinflusst Tumorwachstum und Metastasenentwicklung, 
und wird von mehreren proangiogenetischen Faktoren beeinflusst. Die wichtigste 
Rolle spielt dabei der vaskuläre endotheliale  Wachstumsfaktor  (VEGF). VEGF ist 
eine Familie von homodimeren Glykoproteinen (A-E), wird von 
reproduktionsfähigen Zellsystemen exprimiert, fördert Mitogenese und Migration 
von Endothelien, wodurch Tumorwachstum und Metastasenentwicklung 
beschleunigt werden. Die Regulation von VEGF in Tumorzellen wird durch 
genetische Alterationen und Hypoxie beeinflusst. Im Signalweg stellt VEGF die 
extrazelluläre Domäne der Signalkaskade dar, die intrazelluläre Domäne wird durch 
die vaskulären endothelialen Wachstumsfaktor-Rezeptoren 1-3 (VEGFR 1-3) 
gebildet, die Tyrosinkinase-Rezeptoren sind. Anbindung von VEGF an die VEGF-
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Rezeptoren lösen Autophosphorylierung aus und aktiviert nachfolgende 
Signalkaskaden für die Proliferation, Migration Lebensdauer von Endothelien (Abb1) 
[1, 2] 
 




Den hinsichtlich seiner Signalkaskade aktivste Komplex stellt die Verbindung VEGF 
und VEGFR-2 dar. 
Angioneogenese spielt bei der Entwicklung von zahlreichen Tumoren eine große 
Rolle, wobei dies bei  HCCs gut dokumentiert ist [3, 4]. Auch bei duktalen 
Adenokarzinomen des Pankreas  wurde dieser Prozess bereits untersucht [5, 6], 




1.2 VEGFR in Tumoren, Therapieansatz  
Der komplexe Zusammenhang zwischen VEGF und VEGFR-2 lässt mehrere 
Möglichkeiten für medikamentöse Interaktionen offen. Derzeit sind von der FDA 
folgende antiangiogenetische medikamentöse Strategien zugelassen (Abb.2) [10]: 
1) Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) blockieren die ATP Bindungsstellen und 
unterbinden die Phosphorylierung des Rezeptors mit konsekutiver Ausschaltung 
der nachfolgenden Kaskaden. Beispielhaft seien Sorafenib und Sunitinib 
erwähnt. Die Bindung zwischen VEGF und VEGFR-2 bleibt davon unbeeinflusst, 
allerdings werden andere Rezeptortypen mit beeinflusst (platelet derived 
growth factor/PDGFR oder c-kit). Sorafenib wurde diesbezüglich in der letzten 
Zeit verstärkt bei HCCs angewandt [3, 11], wobei das Expressionsprofil von 
VEGFR zur Darstellung der potentiellen Effektivität antiangioneogenetischer 
Therapie verwendet wird [4]. Erste Studien am Mausmodell für Sunitinib-
Therapie am PDA liegen vor [12].   
2) Eine monoklonale Antikörpertherapie  gegen zirkulierendes VEGF-A ist seit 2004 
im Einsatz. Bevazizumab wird bei vielen Tumortherapien, zumeist gemeinsam 
mit einer Chemotherapie verabreicht. Einzelne Studien berichten über die 
kombinierte Verabreichung von Bevazizumab und TKI bei HCC [13] und PDA 
[14], weiters wird die Motilität von Tumorzellen des PDA  durch die 
Verabreichung von Bevacizumab und Sunitinib beeinflusst [6]. Bei CCCs deutet 
verstärkte Expression von VEGFR 2 zunehmende Resistenz bei der Verwendung 




3) Aflibercept ködert Bindungsstellen mehrerer angioneogenetischer 
Wachstumsfaktoren (VEGF-A, VEGF-B, placental growth factor/PlGF) und 
verhindert eine Aktivierung der nachfolgenden Kaskaden, ist aber derzeit bei 
hepatozellulären Karzinomen nur im Mausmodell im Einsatz, Berichte bezüglich 
CCC oder PDA gibt es nicht [15] 
4) Durch die Blockade der extrazellulären Domäne von VEGFR-2 wird die 
Interaktion zwischen VEGF und Rezeptor unterbunden. Dies wird erreicht durch 
die Verabreichung des monoklonalen Antikörpers Ramucirumab. Entsprechende 
Studien als Zweitlinientherapie beim HCC liegen vor [16],  
 
 
Abb.2 Medikamentöse Ansätze antiangioneogenetischer Therapie 





1.3 HCC, CCC, PDA  
Hepatozelluläre Karzinome (HCC) sind die häufigsten primären malignen 
Erkrankungen der Leber, wobei insbesondere die Erkennung im Frühstadium in 
Hinsicht auf erfolgversprechende Therapieoptionen große Bedeutung hat [17]. 
Trotz Fortschritten in der Technik bildgebender Verfahren bei der Darstellbarkeit 
kleiner Läsionen, ist es notwendig dysplastische Knoten der Leber und HCCs so früh 
wie möglich zu erkennen, zumal die Inzidenz derartiger Läsionen im Steigen 
begriffen ist [17]. Dysplastische Knoten (DLN) der Leber bei bekannter Leberzirrhose 
haben ein erhöhtes Potential für maligne Transformation und führen die Liste der 
Differentialdiagnosen des HCC an, aber auch andere Tumore der Leber in der 
zirrhotischen Leber sind differentialdiagnostisch relevant, z.B. cholangiozelluläre 
Karzinome. Auch histologisch kann die Abgrenzung dysplastischer Knoten von HCCs 
Grad 1 zytologisch und strukturell nicht eindeutig sein. Regeneratknoten (RLN) der 
zirrhotisch umgebauten Leber sind noch als benigne einzustufen, können aber bei  
fortbestehender Erkrankung zu DLNs und letztendlich zu HCCs transformieren [18]. 
Die Inzidenz von CCCs bei Leberzirrhose ist erhöht, und bereitet in Abgrenzung zu 
HCCs sowohl in bildgebenden Verfahren als auch in der Histologie bisweilen 
differentialdiagnostische Schwierigkeiten. Cholangiozelluläre Karzinome der Leber 
treten in zirrhotisch und nicht zirrhotisch veränderten Lebern auf, und sind 
morphologisch und immunhistochemisch von Karzinomen der äußeren Gallenwege 
und von duktalen Pankreaskarzinomen nicht zu unterscheiden. Da die Herkunft 
insbesondere bei fortgeschrittenen Tumoren ohne bekannte Leberzirrhose 
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schwierig ist, werden diese auch vermehrt unter Karzinome des pankreatobiliären 
Types zusammengefasst.  
Duktale Adenokarzinome des Pankreas treten gehäuft bei Patienten mit chronischer 
Pankreatitis auf, diese stellt auch eine wichtige klinische und histologische 
Differentialdiagnose dar. Im Falle bereits hepatisch metastasierter PDAs kann 
anhand einer Stanze die Frage nach einem Primum/CCC der Leber versus 
Metastase/PDA unbeantwortet bleiben. 
 
1.4 VEGFR in HCCs, CCCs, PDAs  
In der vorliegenden Studie wird das immunhistochemische VEGFR-2 
Expressionsprofil von HCCs, CCCs, PDAs, chronischer Pankreatitis und regulären 
Pankreas miteinander verglichen. Dahinter stehen neben pathologisch-
diagnostischen auch klinische Fragestellungen. Die zunehmende Vaskularisierung 
lässt sich mittels VEGFR-2 Färbung gut erkennbar quantifizieren, was die 
Diskriminierung von Regeneratknoten, dysplastischen Knoten und HCCs in 
zirrhotischen Lebern erleichtert. Quantifizierende bildgebende Verfahren können 
diese Neovaskularisierung indirekt wiedergeben, und dadurch nicht-invasive 
Diagnostik erweitern. Aus onkologischer Sicht kann anhand dieser Methoden der 
Erfolg einer angioneogenetischen oder interventionellen radiologischen Therapie 
abgeleitet werden. 
Die verstärkte Vaskularisation von HCCs lässt sich herkömmlich mit Nachweis von 
CD34 positiven Endothelien in den Sinusoiden darstellen, doch sind insbesondere 
auch die Ergebnisse hochregulierter Angioneogenese mit VEGFR2 
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Immunhistochemie vielversprechend [19]. Auch der molekularpathologische 
Nachweis von VEGFR mittels hochregulierter mRNA wurde bereits mehrfach 
untersucht [4, 20]. VEGFR in PDAs sind vergleichsweise weniger untersucht, 
vereinzelte Publikationen diskutieren VEGFR bei PDAs als Prognoseparameter und 
Therapieansatz, wobei zwischen der Expression in den Tumorzellen als 
Therapieoption und Expression in den tumorassoziierten vaskulären Strukturen 
unterschieden wird [6, 12, 21]. Studien bezüglich CCC und VEGFR-2 Expression sind 
spärlich, und beziehen sich ebenso auf potentielle targeted therapy [9].   
Vielversprechend ist der klinisch-radiologische Ansatz zunehmende Vaskularisation 
von Tumoren mit dynamischen Kontrastmittel-angereicherten Verfahren im CT oder 
MR indirekt wiederzugeben. Direkt wird die Tumor-assoziierte Angioneogenese 
immunhistochemisch durch die VEGFR-2 Expression charakterisiert, somit ist ein 
Vergleich dieser beiden Methoden morphologisch interessant. Bisher wurden 
derartige Untersuchungen nur experimentell bei antiangioneogentisch behandelten 
Mäusen mit Mammakarzinomen durchgeführt [22]  
 
Unter diesen Aspekten ist der Vergleich immunhistochemischer VEGFR-2 Expression 
und dynamischer kontrastmittelverstärkter CTs bei hepatozellulären Neubildungen 
unter dem Aspekt der Dignitätseinschätzung insbesonders kleiner Läsionen von 
klinischem Interesse, um Therapieindikationsstellung zu erleichtern und um 
Therapieerfolge zu überprüfen [23]. Derartige Untersuchungen gibt es bis dato 
nicht für das intrahepatische CCC.  
Die VEGFR-2 Expression pankreatischer Läsionen (PDA, CP) wurde bisher im 
Zusammenhang mit onkologischen Fragestellungen bei antiangioneogentischer 
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Therapie untersucht, mit bildgebenden Verfahren an der Leber vergleichbare 
Untersuchungen gibt es bis dato nicht [5, 6, 12]  
 
1.5 HCC und CT  
Dynamisches kontrastmittelverstärktes MRI und CT ermöglichen aufgrund 
quantifizierbarer Perfusionsparameter die Erkennung prämaligner und maligner 
Tumore unter 1cm Größe, welche bis dato als unklassifizierbar gelten [24, 25]. Beim 
DCE-CT (oder VPCT) werden repetitive CT scans der Leber verwendet, um 
Perfusionsparameter während der Kontrastmittelgabe von entsprechenden 
Bildinformationen abzuleiten [26-29]. Derartige Perfusionsparameter sind in 
Hinsicht auf ein Therapiemonitoring von Vorteil [30], eignen sich aber auch um 
Frührezidive z.B. nach trans-arterieller Chemoembolisation (TACE) zu erkennen 
[31]. Über die Rolle von VEGFR 2 bei der Entwicklung von HCCs gibt es zahlreiche 
Untersuchungen, ebenso über DCE-CT in neugebildeten Knoten der Leber. Bis jetzt 
wurden aber vergleichende Untersuchung von VEGFR2 Immunhistochemie und 
DCE-CT (oder VPCT) unseres Wissens nicht publiziert. Wir untersuchten die 
Korrelation der in-vivo Perfusionsergebnisse der DCE-CT (oder VPCT) mit den 
unterschiedlichen immunhistochemischen Expressionsmustern bei HCC, DLN und 
RLN bei Patienten ohne Vorbehandlung. Aus radiologischer Sicht interessierte die 
Fragestellung ob VEGFR2 Expression unter Anwendung eines non-invasiven DCE-CT 
(oder VPCT) ausreichend Aufschlüsse für therapeutische Ansätze prämaligner und 
maligner hepatozellulärer Läsionen gibt. Aus der Sicht der Pathologie richtete sich 
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die Frage auf ein mögliches messbares  zunehmendes immunhistochemisches 




1.6 CCC, PDA, CP und CT 
 
Bei CCCs wurden derartige Untersuchungen bisher nicht durchgeführt, wobei der 
ursächliche Zusammenhang mit Leberzirrhose als seltener im Vergleich zum HCC 
einzustufen ist, aber bei bildgebenden Verfahren eine Differentialdiagnose darstellt. 
Einen anderen Aspekt stellt die differentialdiagnostische Darstellung von 
pankreatischen Raumforderungen dar. Hier wurde am Mausmodell VEGFR-2 als 
tracer im kontrastmittelangereicherten Ultraschall untersucht [21, 32]. 
Antiangiogene Effekte wurden mittels kontrastmittelangereichertem MRI 
experimentell am PDA quantifiziert, allerdings ohne Vergleich mit VEGFR-2[33]. 
 
 
2) Material und Methoden 
 
          2.1    Sampling und Herstellung der tissue micro arrays. 
Um große Anzahlen von Gewebsproben z.B. hinsichtlich immunhistochemischer 
Expressionsmuster zu untersuchen und zu vergleichen, werden tissue micro arrays 
angefertigt. Je nach Gewebeart werden dabei je nach Gewebetyp und Anforderung 
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von 0,5 bis 1,5mm durchmessende und bis 3mm lange Stanzzylinder aus den 
Paraffinblöcken entnommen, und zusammen in einen neuen Paraffinblock 
übertragen. Die Anordnung der Stanzzylinder erfolgt semiautomatisch 
(Estigen/Beecher; Tartu/Estland) Je nach Durchmesser der Stanzzylinder können 
dadurch bis 300 Proben auf einen Objektträger gebracht werden (Abb.3). 
  
 




Bei den hier vorliegenden HCC und CCC Fällen wurden pro Patient je drei 
Tumorstanzen und je drei Stanzen aus nicht tumorösem Leberparenchym in einer 
Linie zwecks besserer Beurteilbarkeit zusammen platziert. Bei den TMAs aus den 
Entitäten PDA und CP wurden pro Patient 3 Stanzen entnommen, es gab keine 
Kontrollen aus Normalgewebe. Beim TMA aus regulärem Pankreas wurden pro 
Patient ebenso je 3 Stanzen entnommen.  
TMA 1 HCC: 42 Fälle HCC der Jahre 2006-2014 des Universitätsklinikum Tübingen 
wurden herangezogen, davon 32 männliche Patienten (10-79 Jahre; 
Durchschnittsalter 65) und 10 Patientinnen (45-84 Jahre; Durchschnittsalter 60). Der 
Stanzdurchmesser betrug 1mm.  
TMA 2 HCC: 53 ausgewählte Fälle HCC der Jahre 2008 -2010 des Universitätsklinikum 
Tübingen wurden herangezogen, davon 47 männliche Patienten (23-80 Jahre; 
Durchschnittsalter 66) und 8 Patientinnen (17-79 Jahre; Durchschnittsalter 60).  
TMA CCC: 47 ausgewählte Fälle CCC der Jahre 1998-2011 des Universitätsklinikum 
Tübingen wurden herangezogen, davon 22 männliche Patienten (51-83 Jahre; 
Durchschnittsalter 66 Jahre) und 25 Patientinnen (17-77 Jahre; Durchschnittsalter 59 
Jahre).  
TMA PDA: Es wurden 74 externe Fällen der Jahre 2002-2008 (Klinikum Heidelberg) 
herangezogen, davon 43 männliche Patienten (45-79 Jahre; Durchschnittsalter 64 
Jahre) und 31 Patientinnen (41-80 Jahre; Durchschnittsalter 65 Jahre).  
 
TMA Chronische Pankreatitis: Aus 24 externen ausgewählten Fällen chron. 




TMA reguläres Pankreas: Aus 23 externen regulären Pankreata (14 Männer, Alter 14-
75 Jahre/Durchschnitt 55 Jahre; 9 Frauen, Alter 39-70 Jahre/Durchschnitt 59 Jahre) 
wurden Stanzen mit einem Durchmesser von 1,5 mm entnommen.  
 
 
           2.2    Sampling Leber DLN-HCC/CT/Studienkohorte 
 
Retrospektiv wurden aus dem Patientengut des UKT (2009-2015) 34 Fälle          
(Durchschnittsalter    63.6 Jahre; absolut 45.7-85.6 Jahre, 7 Frauen, 27 Männer) 
ermittelt, bei welchen Biopsie oder OP wegen suspekter DLN oder HCC nach 
vorangegangener DCE-CT (oder VPCT) erfolgte. Die UKT Ethikkomission stimmte 
den Perfusionsstudien mit vergleichender Histologie zu,  weiters liegen 
Zustimmungserklärungen der Patienten mit Aufklärung über Strahlenbelastung vor. 
Von der Studie ausgenommen waren Patienten mit Anti-VEGFR Therapie, TACE 
oder andersweitiger interventioneller Therapie. Zwischen DCE-CT (oder VPCT) und 
Biopsieentnahme oder OP lagen durchschnittlich 52.5 Tage (absolut 6-209 Tage) 






                       2.3  Immunhistochemie VEGFR2, IRS  
Für die Immunhistochemie wurden folgende Antikörper und Reagentien verwendet: 
VEGFR-2 (monoclonal rabbit, 55B11, Cell signaling, Danvers, USA). Die auf 
Objektträger aufgezogenen Schnittpräparate wurden mit EDTA-Puffer CC1 Standard 
(pH 8.6) bei 95 °C für 64 min vorbehandelt. Der Antikörper wurde mit einer 
Verdünnung von 1:50 für 32 min bei 37° Celsius inkubiert. Als Färbe-
Detektionssystem wurde OptiView DAB Detection Kit von Roche (Mannheim, 
Deutschland) verwendet Die Immunfärbung wurde vollautomatisch mit einem 
BenchMark ULTRA Färbeautomaten. (Ventana Medical Systems Inc., Tucson, AZ, 
USA) durchgeführt. 
 
Für die semiquantitative Auswertung der VEGFR2 Färbung wurde der 
immunreaktive Score nach Remmele und Stegner herangezogen [34]. Je nach 
Färbeintensität von Endothelien oder Tumorzellen (PDA) wurde das 
immunhistochemische Expressionsprodukt mit 0-3 gradiert. Null wurde für 
negative, 1 für schwache, 2 für mäßige und 3 für starke Reaktion eingesetzt. Der IRS 
Score errechnete sich aus dem Produkt Färbeintensität x Prozentsatz der positive 
Zellen (0–10%/1; 10–50%/2; 50–80%/3; 80–100%/4) IRS scores von 8, 9 und 12 
wurden als stark positiv, IRS scores 4 und 6 als mäßig positiv, und score 1, 2, 3 als 




                       2.4    CT/Kontrastmittel  
Eingesetzt wurde die Kontrastmittel-verstärkte computertomographische Analyse 
(Syngo Volume Perfusion CT Body; Siemens Healthcare, Forchheim, Germany) mit 
dem Vorteil zeitnaher Bewegungskorrektur, Reduktion des Rauschen und 
Elimination von Überlagerungen durch Knochen, Fett und Luft. [16]. Das Zielgebiet  
(region of interest/ROI) wurde innerhalb der maximalen Außenkontur der Läsion 
definiert und aufgezeichnet [17] [18] (Abb.4). Blutfluss (BF; ml/100 ml/min), 
Blutvolumen (BV; ml/100 ml) und arterielle Leberperfusion (ALP; ml/100 ml/min) 
stellen den arteriellen Anteil an Perfusion des Leberparenchyms oder des 
Lebertumors dar , portale venöse Perfusion (PVP; ml/100 ml/min) repräsentiert den 
Anteil an portal-venös versorgtem Leberparenchym oder Lebertumor) und der 
hepatische Perfusionsindex (HPI; %) stellt die prozentuale Relation zwischen ALP 
und PVP dar.  
 
Diese Daten wurden für  HCC, DLN und RL ermittelt. Um zu vermeiden, dass 
Fehlmessungen entstehen aufgrund zu zarter z.B. hepatischer Arterien, wird der 
arterielle Input über Messungen in der Milz bestimmt, die nahezu Zeit synchron mit 





                          Abb 4. MIP-Abbildung eines hypervaskularisierten HCC (aus Thaiss et al Eur J Radiol, 2016.  




                          Abb.5 Grafik der Zeit-Dichte-Kurven für die A. hepatica (grüne Kurve) und der Pfortader (lila 
Kurve) die aufeinander angepasst (gefittet) werden. Daraus resultieren zwei 
verschiedenen Spitzenwerte für die beiden Gefäße mit Verdeutlichung des 






                       2.5    Statistische Auswertung CT 
                   
Die Statistiken wurden mit dem System Prism kalkuliert (GraphPad software, La 
Jolla, CA, USA), die Daten wurden als Mittelwert  ± Standard Abweichung (SD) 
dargestellt. Für Gruppenvergleiche wurde eine einfache Varianzanalyse mit Tukey 
Korrektur, für Korrelationen und ROC Pearson’s r verwendet. Für alle Kalkulationen 
galten p-Werte < 0.05 als signifikant. 
 
           2.6 statistische Auswertung Immunhistochemie 
Für die Reihung zweier Parameter wurde nach Mann-Whitney getestet, im 
Einwegsystem Mittelwerte, Standardabweichungen und p-Wert errechnet 
HCC/Normalgewebe; CCC/Normalgewebe. Bei Parametern >2 wurden Ranges und 
Signifikanzen  nach Kruskal-Wallis gerechnet (Vergleich innerhalb des 
Normalgewebes, Gegenüberstellung normales Pankreas, chron. Pankreatitis und 








                      3.1     Immunhistochemische Interpretation der TMAs allgemein 
 
   Die immunhistologischen Ergebnisse an den TMAs wurden getrennt für die 
Entitäten HCC, CCC, chron. Pankreatitis, PDA und reguläres Pankreas ausgewertet. 
On-slide Kontroll-Biopsien lagen für HCC und CCC für jeden Patienten vor. PDAs, 
chronische Pankreatitis und reguläres Pankreas wurden als Kollektive verglichen. In 
HCC, und CCC waren nur vaskuläre Strukturen reagibel. In den Kollektiven reguläres 
Pankreas, chron. Pankreatitis, und PDA wurden vaskuläre und epitheliale Strukturen 
getrennt ausgewertet, wobei nur bei PDA Tumorzellen immunhistochemisch positiv 
reagierten, Gangstrukturen und Azini waren sowohl im regulären und 
inflammatorischen Pankreas, als auch, so repräsentiert, im PDA Kollektiv negativ. 




                       3.2    Ergebnisse HCC TMA 
Es waren 81 von insgesamt 95 Fällen auf 2 verschiedenen TMAs HCC auswertbar, 
das Expressionsprofil war ausschließlich vaskulär, Tumorzellen waren nicht gefärbt. 
Das Kontrollmaterial lag in Form von normalem, fibrotisch und zirrhotisch 
verändertem Parenchym vor. Der IRS bei Normalgewebe und Fibrose reichte von 0-
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6, bei Zirrhose von 0-4,6. Innerhalb dieser einzelnen Gruppen, waren keine 
unterschiedlichen Signifikanzen zu erkennen (p=0,065). Beim HCC waren, 
vergleichbar dem klinischen Kollektiv,  die Dichte und Intensität der VEGFR positiven 
endothelialen Strukturen deutlich erhöht (HCC score Mittelwert 3,576; 
Standardabweichung 1,77; range 0-8; Kontrolle score Mittelwert 2,202; 
Standardabweichung 1,5394; range 0-6). Die VEGFR-2 Expression war beim 















Abb.7 Starke VEGFR-2 Expression in HCC  (Mittelwert 3,576) 
 






              Abb.9 Kein signifikanter Unterschied der VEGFR-2 Expression in der Kontrollgruppe Leber 
 
 
           3.3 Ergebnisse CCC TMA 
 
Alle 47 Fälle waren auswertbar, das Expressionsprofil im TMA CCC war 
ausschließlich vaskulär, Tumorzellen waren nicht angefärbt. Das Kontrollmaterial 
der Leber umfasste Normalgewebe, fibrotisches und zirrhotisches Leberparenchym 
und Areale mit Cholangitis. Signifikante Unterschiede waren nicht zu erkennen 
(p=0,276). Der IRS des Kontrollgewebe lag signifikant über dem Tumorgewebe (CCC 
score Mittelwert 1,557; Standardabweichung 1,45; range0-6; Kontrolle score 





Abb.10 Signifikant erhöhte vaskuläre VEGFR-2 Expression im Kontrollgewebe Leber 




Abb.11 TMA CCC VEGFR-2 IRS 1 
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           3.4 Ergebnisse PDA, CP, reguläres Pankreas, TMA 
  Die TMAs Pankreas wurden getrennt für Expressionsprofile Tumor und vaskulär   
begutachtet.  
  TMA PDA: 65 von 74 Fällen waren beurteilbar, Kontrollgewebe war nicht angelegt. 
Während reguläre Pankreasazini und Gangstrukturen nicht mit VEGFR 2 reagierten, 
konnte man zytoplasmatische Expression von Tumorzellen in PDAs erkennen. (PDA 
IRS score Mittelwert 2,10; Standardabweichung 2,22; range 0-8; p<0,001) 
(Abb.12,13). Der vaskuläre IRS/PDA wurde ebenso ausgewertet (IRS Mittelwert 
2,87; Standardabweichung 2,23; range 0-9). 
 
 




Abb. 13: TMA PDA schwächere VEGFR-2 Exp. von vaskulären Strukturen (IRS2) 
 
   TMA CP: Alle 24 Stanzen waren beurteilbar, Kontrollmaterial war nicht vorhanden, 
klinische Daten lagen nicht vor. Die vaskuläre Expression von VEGFR-2 war im 
Kollektiv der chronischen Pankreatitis am stärksten entwickelt (Abb.14, 15) (IRS 
Mittelwert 7,2; Standardabweichung 1,79; range 0-12). 
   TMA reguläres Pankreas: Alle 23 Stanzen waren beurteilbar, die Expression war 
ausschließlich vaskulär entwickelt (regulär IRS Mittelwert 4,37; 
Standardabweichung 2,21, range 0-9)(Abb.16). 
TMAs Pankreas im Vergleich: Der IRS des regulären Pankreas lag im 
Expressionsprofil über dem des PDA. Der IRS PDA lag am niedrigsten  Die Expression 




Abb.14 TMA CP VEGFR-2  IRS 9 
 





                       Abb.16 TMA Reguläres Pankreas, VEGFR-2 IRS 4 
 





3.5    Immunhistochemische Ergebnisse am klinischen Kollektiv (RLN, 
DLN, HCC) 
 
Alle Patienten wiesen histologische und morphologische Kriterien für eine Zirrhose 
der Leber auf. Ätiologisch waren Hepatitis C (N=11), Hepatitis B (n=4, ein Patient mit 
Hepatitis B und C), Alkoholabusus (n=12), NASH (n=1), primär biliäre Zirrhose (n=1) 
und kryptogene Zirrhose (n=6). Der Child Pugh Score verteilte sich folgendermaßen 
A = 13, B = 13, C = 4, nicht bekannt bei  4 Patienten.  
 
Da mit Ganzschnitten gearbeitet wurde, konnten HCC, DLN und RLN am selben 
Schnitt nebeneinander beurteilt werden. Histologisch bestätigt wurden HCC 
(n = 10), dysplastischer Knoten (n = 7) und Regeneratknoten (n = 34). Die VEGFR-2 
Färbung war ausschließlich vaskulär, Parenchymzellen färbten sich nicht. 
Immunhistologisch lag der durchschnittliche IRS/VEGFR-2 für HCC bei 9.1 
(Standardabweichung 3.0), bei 7.3 (Standardabweichung 1.6) für  DLN und bei 5.2 
(Standardabweichung 2.8) für RLN (p = 0.0004 für HCC vs. RLN; p = 0.06 für HCC vs. 








                              Abb.18 Signifikanter Expressionsunterschied VEGFR-2 RLN/HCC (aus Thaiss et al Eur J 
Radiol, 2016.  85(11): p. 2036-2041 
 
 
                         Abb.19 Zirrhotische Leber VEGFR-2 IRS 4; HCC IRS 9 (aus Thaiss et al Eur J Radiol, 2016.  







3.6 Vergleich CT/Immun  
Korrelation IRS/ DCE-CT (oder VPCT) Perfusionsparameter  
Unter der Annahme eines direkten Zusammenhanges von VEGFR-2 Expression und 
Perfusionseigenschaften des nodulären Läsionen der Leber wurden die Ergebnisse 
der DCE-CT (oder VPCT) Perfusion mit den immunhistochemischen Ergebnissen an 
den Schnittpräparaten korreliert. Signifikante Korrelation wurde zwischen blood 
flow und VEGFR-2-IRS Ergebnissen bei HCCs beobachtet (r = 0.88, p < 0.01). Beim 
dyplastischen Knoten war diese Korrelation nicht signifikant   (r = 0.84, p = 0.16). 
Hingegen korrelierte der hepatische Perfusionsindex (HPI) bei in HCC und DLN mit 
dem  IRS (r = 0.85, p < 0.04 für HCC und r = 0.9, p < 0.01 für DLN). Inverse 
Korrelationen wurden zwischen portaler venöser Perfusion  PVP und IRS für HCC 
und DLN beobachtet (r = −0.79, p = 0.05 für HCC und r = −0.99, p = 0.006 für DLN). 
IRS von Regeneratknoten (RLN) korrelierten nicht mit den entsprechenden 
Perfusionsdaten (Abb.20) 
 
                          Abb.20 Fokale Leberläsion mit erhöhtem BF, BV sowie ausschließlich arterieller Versorgung 
(Pfeil, ALP) und korrespondierend fehlender Versorgung über die Pfortader (PVP) 




Grenzwertoptimierungskurve (ROC-Analyse)  
Basierend auf diesen Ergebnissen gehen wir davon aus, dass anhand der 
quantitativen Parameter des DCE-CT (oder VPCT) eine differentialdiagnostische 
Aussage hinsichtlich Unterscheidung DLN oder HCC versus RLN möglich sei. Die 
Histologie als diagnostischer Goldstandard vorausgesetzt ergab sich eine 
Sensitivität/Spezifität für HPI von >46.75% und 90.0%/96.9% 
(Wahrscheinlichkeitsquotient 29.7, AUC 0.99) und für BF von >41.2 ml/100 ml/min 
von100%/97.1% (Wahrscheinlichkeitsquotient 34.0, AUC 0.98). 
 
           3.7   Vergleich CT DCE-CT Parameter  
Die mittlere Größe der benutzten ROIs war 3.1 ± 2.3 cm2 (Spanne, 0.8–6.4 cm2); für 
die DLN Gruppe 2.3 ± 1.1 cm2 (Spanne, 1.4–3.7 cm2) und für die RLN Gruppe 
2.9 ± 1.8 cm2 (Spanne, 1.2–6.4 cm2). Die Perfusionsparameter haben eine mittlere 
BF von 73.3 ± 22.1 ml/100 ml/min, mittlere BV von 15.3 ± 3.6 ml/100 ml und ALP 
von 49.4 ± 15.9 ml/100 ml/min, PVP 1.4 ± 1.8 ml/100 ml/min und HPI von 
97.8 ± 3.0% ergeben. Für DLN BF war 46.3 ± 3.4 ml/100 ml/min, BV 
13.8 ± 1.0 ml/100 ml, ALP 40.9 ± 9.3 ml/100 ml/min, PVP 26.7 ± 23.5 ml/100 ml/min 
und HPI von 74.4 ± 18.4%; RLN haben BF Werte von 27.7 ± 9.5 ml/100 ml/min, 
durchschnittlich BV von 5.7 ± 4.4 ml/100 ml, ALP 13.2 ± 5.8 ml/100 ml/min, PVP 







4.1  Studienziel: VEGFR-2 Expression in HCC, CCC, CP, PDA und 
regulärem  Pankreasparenchym 
 
             Ziel der hier vorgelegten Studie war die quantitative Darstellung von 
Endothel-  assoziiertem VEGFR-2 in:  
1)HCC im Vergleich zu zirrhotischem, fibrotischem und regulärem Leberparenchym 
2)CCC im Vergleich zu zirrhotischem, fibrotischem, cholangitischem und regulärem 
Leberparenchym  
3)PDA, CP und regulärem Pankreasparenchym im Vergleich zueinander 
Als Basis diente die Publikation von Thaiss et al, welche die Umsetzbarkeit 
immunhistochemischer VEGFR-2 Expressionsprofile auf dynamisches 
kontrastmittelangereichertes CT beschreibt [23] 
 




VEGFR-2 ist ein gut reproduzierbarer immunhistochemischer Marker für die 
Neovaskularisation im Rahmen der Tumorentstehung und Tumorausbreitung [1] 
Tumore mit ausgeprägter Angioneogenese zeigen ein entsprechend verstärktes 
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Expressionsprofil, wobei beim HCC die diese Eigenschaft als 
differentialdiagnostisches Kriterium gegenüber benignen Läsionen herangezogen 
wird. Endothelmarker wie CD34 finden daher für die Dignitätseinschätzung 
hepatozellulärer Läsionen in der Histologie häufige Anwendung. Analog zu CD34 
färbt VEGFR-2 Endothelzellen, markiert aber hier spezifisch induzierte VEGF 
Rezeptoren, die bei hepatozellulären Neubildungen verstärkt gebildet werden [18, 
35]. Daraus leiten sich je nach Färbemuster, zytoplasmatisch tumorassoziiert oder 
vaskulär,  einerseits differentialdiagnostische Überlegungen, aber auch 
Expressionsprofile für den Einsatz von Antikörpern oder Inhibitoren ab. Bisher 
wurde  die Expression von VEGFR-2 beim HCC überwiegend unter therapeutischen 
Aspekten untersucht. Diese Studien beziehen sich fast ausschließlich auf die 
zytoplasmatische VEGFR-2 Expression von Tumorzellen, wobei hier andere 
Antikörper in der immunhistochemischen Färbung oder andere VEGFR-2 
Nachweismethoden, wie RNA Extraktion, verwendet wurden [3, 4, 20, 36, 37]. 
Zytoplasmatische Expression wurde bei der Analyse der TMAs HCC nicht beobachtet 
und war auch beim klinischen Kollektiv nicht entwickelt. Ein Vergleich mit anderen 
kommerziell erhältlichen immunhistochemisch anwendbaren VEGFR-2 Antikörpern 
wurde nicht untersucht.  
Die hier durchgeführte Studie hatte ausschließlich die immunhistochemische 
VEGFR-2 Expression in den Sinus und den vaskulären Strukturen zum Ziel. Die 
differentialdiagnostische Problematik bei HCCs stellt sich histologisch in der 
Abgrenzung von dyplastischen Knoten und Regeneratknoten bei zirrhotischen 
Lebern insbesondere bei Vorliegen kleiner Läsionen im Stanzpräparat. 
Endothelialisierung von hepatischen sinus gilt als  immunmorphologisches Kriterium 
39 
 
für Malignität. Trotz dieses Antikörpereinsatzes bleiben einzelne Fälle in der 
Differentialdiagnose unklar, da auch DLN als Vorstufe zum HCC CD34 als 
Endothelmarker exprimieren können. Der immunhistochemische Einsatz von 
VEGFR-2 hat in einer ersten Studie eine kontinuierliche Zunahme von VEGFR-2 
exprimierenden Endothelien bei Regeneratknoten, dysplastischen Knoten und HCCs 
gezeigt, allerdings signifikant nur in der Abgrenzung gegenüber RLN versus DLN und 
HCC [23]. Diese Studie mit 54 Patienten wurde mit der hier durchgeführten 
Untersuchung anhand einer größeren Fallzahl mit insgesamt 81 Patienten (2 TMAs 
zu 48 bzw. 31 Patienten) ergänzt. Wir fanden eine für HCCs gültige signifikante 
erhöhte Expression von VEGFR (p<0,001), in der Kontrollgruppe ergaben sich keine 
relevanten Unterschiede. 
Die Ergebnisse spiegeln das Konzept der zunehmenden Vaskularisierung in der 
Entwicklung des HCC wider. Diese postuliert eine zunehmende Verschiebung der 
Blutversorgung von Leberherden von prädominant portal-venös nach arteriell 
aufgrund der Tumor-assoziierten Angioneogenese, beginnend bei low grade DLN, 
high grade DLN, hin zu HCC G1 und HCC G2 [38]. Die praktische Bedeutung davon 
liegt in der besseren Unterscheidbarkeit zwischen HCC, DLN und RLN, mit 
entsprechenden  Auswirkungen auf  bildgebende Diagnostik und 
Behandlungsstrategien. DLN gelten als prämaligne Läsionen von HCCs, somit hat die 







4.3  Immunhistochemische Expression von VEGFR-2 in    
intrahepatischen cholangiozellulären Läsionen 
 
Histomorphologisch fallen intrahepatische CCCs in die Gruppe der hepatobiliären 
Karzinome, und sind somit morphologisch ident mit  extrahepatischen 
Gallengangskarzinomen und metastasierten duktalen Pankreaskarzinomen . Die 
Differentialdiagnose HCC versus CCC in zirrhotischen Lebern ist histologisch und 
radiologisch in Einzelfällen nicht immer eindeutig. Non-biliäre Leberzirrhose ist ein 
Risikofaktor für CCCs, wenngleich in geringerem Ausmaß als bei HCCs. Das Konzept 
der zunehmenden Vaskularisierung bei HCCs hat uns daher veranlasst, diese in der 
zweitgrößten Kohorte hepatischer Neubildungen, dem CCC, zu untersuchen. 
Entgegen den Ergebnissen beim HCC, war das Kollektiv CCC signifikant 
hypovaskularisiert im Vergleich zum HCC (IRS/Mittelwert des Kontrollgewebes 
3,036 versus IRS Mittelwert Tumor 1,557). Bei differentialdiagnostischen 
Grenzfällen zwischen HCC und CCC ist zunehmende Endothelialisierung u.a. ein 
diskriminierender Faktor und somit eine potentielle Einsatzmöglichkeit für VEGFR-2 
Immunhistochemie, hier sind weitere Untersuchungen abzuwarten. 
Histomorphologisch sind intrahepatische CCCs in zirrhotischen und nicht-
zirrhotischen Lebern gleichartig aufgebaut, weisen insgesamt aber meist einen 
deutlich höheren Stroma- und Fasergehalt im Vergleich zum HCC auf.  
Zytoplasmatische VEGFR-2 Expression in Tumorzellen fanden wir in dem uns zur 
Verfügung stehenden Kollektiv nicht. Vergleichbare Untersuchungen gibt es nicht, 
nur eine einzige Studie orientierte sich an der VEGFR-2 Tumorzellexpression von 
CCCs in Zellkulturen in Hinblick auf Therapiemöglichkeiten mit Bevazizumab, diese 




   
4.4 Immunhistochemische Expression von VEGFR-2 in chronischer 
Pankreatitis, ductalem Pankreaskarzinom und regulärem Pankreas. 
 
Die immunhistochemische VEGFR-2 Expression wurde in einigen Studien an 
Tumorzellen von duktalen Pankreaskarzinomen unter funktionellen und 
therapeutischen Aspekten untersucht [5, 6, 12].  Im Gegensatz zu den Entitäten CCC 
und HCC fanden wir eine zytoplasmatische Expression von VEGFR-2 in den 
Tumorzellen, während Epithelien von Azini und Gängen des regulären Pankreas 
negativ blieben (IRS Mittelwert 2,1; p<0,001). Doi untersuchte Zellinien von 
duktalen Pancreaskarzinomen und fand bei 50% eine immunhistochemische 
Expression. Diese war mit extrapankreatischer Ausbreitung und schlechter Prognose 
assoziiert. Er wies in seiner Studie auf die synchrone Expression in Tumorzellen und 
Gefäßen hin, wobei er endotheliale Expressionsmuster nicht näher fokussierte [6]. 
Auch Büchler beschrieb eine VEGFR-2 Expression von Pankreaskarzinomzellen in 
mehr als 50% und leitete aus vermehrter Expression verstärktes Invasions- und 
Migrationsverhalten ab [39]. In unserem Kollektiv fanden wir nur wenig Endothel-
assoziierte Expression von VEGFR-2 bei Pankreaskarzinomen, diese lag mit einem 
Durchschnittswert von 2,87 IRS/Mittelwert unter jenem regulären Parenchyms mit 
4,37 IRS/Mittelwert. 
Die chronische Pankreatitis gilt als Risikofaktor für duktale Pankreaskarzinome. Auf 
die Endothel-assoziierte VEGFR-2 Expression in chronischer Pankreatitis und in 
normalem Pankreas wird in einem review von Nandy [2] näher eingegangen, hier 
sind verstärkte immunhistochemische Expressionsprofile nicht beschrieben. 
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Erhöhte vaskuläre VEGFR-2 Expression wird hier als Eigenschaft von duktalen 
Pankreaskarzinomen beschrieben. In unserem Kollektiv war die vaskuläre 
Expression von VEGFR-2 bei chronischer Pankreatitis signifikant gegenüber 
Karzinom und regulärem Parenchym erhöht (IRS Mittelwert 7,2; p<0,001). Diese 
Beobachtung fanden wir nicht nur in Arealen von floridem Granulationsgewebe, 
sondern auch in Arealen mit relativ geringer entzündlicher Beteiligung und 
beginnender Vernarbung.  
 
4.5 Immunhistochemische Ergebnisse und klinische Vergleichbarkeit in 
bildgebenden Verfahren 
 
VEGFR-2 als tracer für bildgebende Verfahren (Ultraschall) wurde bereits 
versuchsweise im Tiermodell bei dysplastischen Knoten der Leber und beim 
Pankreaskarzinom eingesetzt [21, 40]. Das Modell einer VEGFR-2 assoziierten 
verstärkten Arterialisierung mit entsprechender quantitativer Darstellung im 
dynamischen Kontrastmittel-CT als indirektes VEGFR-2 Messparameter bei 
hepatozellulären Läsionen wurde vor kurzem publiziert [23]. Derzeit liegen noch 
keine Daten vor, inwieweit die in dieser Studie gefundenen immunhistochemischen 
VEGFR-2 Expressionsmuster bei CCCs, PDAs und CP auf entsprechende bildgebende 
Verfahren umsetzbar sind. 
In der Studie von Thaiss [23] wurden Perfusionsparameter bei HCCs und deren 
Vorläuferläsionen (DNLs und RNLs) mit DCE-CT (oder VPCT) untersucht und mit den 
immunhistochemischen  VEGFR-2 Expressionsprofilen/IRS score korreliert. Die 
Ergebnisse bestätigen eine signifikant erhöhte VEGFR-2 Expression in HCCs, in 
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geringerem Ausmaß auch in DLNs im Vergleich zu Regeneratknoten. Ebenso waren 
die Spitzenwerte der meisten gemessenen Perfusionsparameter (Blutfluss, 
Blutvolumen, arterielle Leberperfusion und hepatischer Perfusionsindex) in HCCs 
und DLNs höher als die in RLNs aufgezeichneten. Diese Ergebnisse entsprechen 
früher publizierten Daten, bei denen höhere VEGFR-2 Expressionen in Tumorzellen 
und tumorassoziierten Gefäßen im Vergleich zum Normalgewebe beschrieben 
wurden [35, 41]. Nakamura et al. beobachteten diffuse VEGFR-2 Expression in 
dysplastischen Hepatocyten zugleich mit verstärkter Kapillarisierung. Noch 
wesentlich deutlicher stellte sich  die Endothelialisierung von HCCs dar, während im 
Vergleich die VEGFR-2 Expression des umgebenden Parenchyms negativ blieb [36] 
 
Bisher waren VEGFR-2- Messungen im Gewebe mit invasiven Verfahren verknüpft, 
und es stellte sich die Frage nach äquivalenten non invasiv gewonnenen 
Parametern, mit einer der Immunhistochemie vergleichbaren Ergebnisqualität. Eine 
entsprechende Alternative stellt das bereits etablierte DCE-CT (oder VPCT) dar, 
dieses könnte wegen der Genauigkeit seiner quantitativen Messmethoden invasive 
VEGFR-2  Quantifizierung ersetzen. Im Rahmen dieses spezifischen Modells 
bestätigten unsere Ergebnisse eine Korrelation zwischen den Markern VEGFR-2-
expression, Blutfluss und hepatischer  Perfusionsindex, und dem Ausmaß der 
Tumorarterialisierung bei HCCs, bzw. zwischen HPI und DLN. Auf RLN war diese 
Korrelation nicht anwendbar. Entsprechend fanden wir eine inverse Korrelation 
zwischen portal-venöser Perfusion und VEGFR-2-IRS bei HCC und DLN. Anhand 
dieser Ergebnisse könnten VEGFR-2 gelabelte Kontrastmittel, z.B. im Ultraschall, zu 
einer spezifischeren Differentialdiagnostik nodulärer Läsionen in zirrhotischen 
44 
 
Lebern beitragen. [40, 42]. Der Höhe der VEGFR-2-Expression in der Leber wird 
prognostische Bedeutung zugemessen, da deutlichere VEGFR-2 Expression bei 
aggressiveren Tumoren beschrieben ist, und ein erhöhtes Risiko für Fernmetastasen 
besteht [32]. 
 Serum VEGFR-2 wurde bereits erfolgreich als Response-Parameter bei Patienten 
nach transarterieller Chemoembolisation (TACE) verwendet [43]. 
  
 
 4.6.Therapeutische Aspekte der vaskulären VEGFR-2 Expression 
VEGFR-2 ist bereits als target in der Tumortherapie im Einsatz. [44]. Die nicht-
invasiven Bestimmung der VEGFR-2 Expression gewinnt hinsichtlich Vorauswahl 
potentiell geeigneter Patienten für entsprechende Therapien eine zunehmende 
Bedeutung. VEGFR-2 Bestimmung wäre  somit auch ein Parameter für eine 
sensitives response-monitoring.   
Die hier präsentierten Daten unterstützen die Theorie, dass Perfusionsparameter 
wie Blutfluss oder hepatischer Perfusionsindex für die Risikostratifikation von 
Leberherden geeignet sind, da Werte >41.2 mL/100 mL/min für BF and HPI >46.75% 
hohe Sensitivität und Spezifität für die Differenzierung von DLN und HCC gegenüber 
RLN aufwiesen.  






               5 Zusammenfassung 
Der immunhistochemische Einsatz von VEGFR-2  diskriminiert zwischen hyper- und       
hypovaskularisierten Tumoren. Die zunehmende Arterialisierung bei der Genese 
von HCC ließ sich anhand signifikanter Zunahme der VEGFR-2 Expression darstellen. 
CCCs und PDAs waren bei Färbung mit VEGFR-2 hypovaskularisiert. Ebenso wie in 
der Studie von Thaiss [23] war die hier vorliegende Untersuchung retrospektiv 
ausgerichtet und konnte nicht mit aktualisierten klinischen Daten verglichen 
werden.  
 
Das retrospektive Studiendesign im klinischen Kollektiv [23] und die relative geringe 
Fallanzahl von DEC-CTs mit konsekutiver Histologie ohne unmittelbare Therapie 
oder initialem MRI vor Therapie schränkten die Aussagekraft der vorliegenden 
Studie etwas ein.  Zusammenfassend fanden wir für HCC, DLN, RLN unterschiedliche 
VEGFR-2 Expressionsmuster, die gut mit nicht invasiven Perfusionsparametern bei 
Anwendung eines DCE-CT (oder VPCT) korrelierten. Beide Parameter 
ermöglichten somit eine Unterscheidung zwischen HCC und seinen 
Vorläuferläsionen, und sind auf Grund ihrer engen Korrelation für den Einsatz und 
als monitoring im Rahmen einer einer VEGFR-2-targeted therapy geeignet. 
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Inwieweit die Anwendung beider Parameter bei der Differentialdiagnose HCC/CCC 
in zirrhotischen Lebern und für die Beurteilung von cholangiozellulären Läsionen in 
der Leber herangezogen werden kann, bleibt abzuwarten. 
Bei der chronischen Pankreatitis als Vorläuferläsion des duktalen 
Pankreaskarzinomes war eine signifikant erhöhte Vaskularisierung zu erkennen, 
allerdings bezogen sich diese Ergebnisse auf flächenmäßig kleine TMAs. Diese 
Beobachtung muss in einer weiteren Studie mit regulären Schnittpräparaten 
verglichen werden, zumal duktale Pankreaskarzinome in unseren Untersuchung 
eindeutig hypovascularisiert waren. Bisher gibt es noch keinen Vergleich mit DCE-
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